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La presente invention a pour objet une microbiile 
comprenant des microorganismes, ainsi que son procede de 
fabrication. 

L 1 usage systematique des antibiotiques presente 
5 des dangers certains, du fait qu'il alt§re la flore 

intestinale et qu'il favorise le developpement de mutants 
resistant aux antibiotiques. La flore intestinale est 
composee a plus de 80 % de lactobacilles et de bif idobacteries . 
Ces dernidres, denommees anciennement Lactobacillus bifidus , 

10 forment actuellement le genre distinct Bifidobacterium . Les 
bif idobacteries sont caracteristiques de la flore intestinale 
des nouveaux nes bien portants . On cherche actuellement a 
remplacer les antibiotiques par des cultures pures de micro- 
organismes capables de regenerer ou de reconstituer une flore 

15 intestinale saine et vigoureuse qui empeche les germes 
pathog£nes de se deveicpper. Mais un microorganisme du 
genre Lactobacillus est en general anaerobie et un micro- 
organisme du genre Bifidobacterium est m§me strictement 
anaerobie, ce qui fait qu ! il est difficile de les conserver 

20 vivants en dehors de leur milieu naturel qui est 1 1 intestin 
et qui plus est de les conserver longtemps dans des medica- 
ments . 

La presente invention r§pond au besoin d f un moyen 
de presentation, de conservation et d ' utilisation par voie 
25 orale de micooiganismes de la flore intestinale. La presente 
invention fournit ce moyen sous forme d'une microbiile 
comprenant des microorganismes 

La microbiile selon 1' invention est caracterisee par 
le fait qu'elle comprend des microorganismes du genre 
30 Lactobacillus et/ou Bifidobacteri um et/ou d'autres genres de la 
flore intestinale enrobes dans une graisse solide a la 
temperature du corps. 

On a d^couvert en effet qu'il 6tait possible de 
presenter ces microorganismes sous forme de microbilles 
35 de graisse solide dans lesquelles ils gardent toute leur 
vitalite meme apres une longue conservation de ces micro- 
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billes a temperature ambiante, au frigorifique a 5 C, ou 
au congeiateur a -30°C par exemple. 

On a constate qu'il etait possible d ' administrer ces 
microbilles par voie orale et que l'essentiel de leur 
5 contenu en microorganismes arrivai t intact dans le tractus 
intestinal sans avoir et§ endommage par les conditions 
fortement acides, pH infer ieur a 2, regnant dans l'estomac. 
Ainsi, un microorganisme repute fragile tel qu'un 
Bifidobacterium par exemple peut-il atre desormais conserve 

10 et administre sans probieme. La pr£sente invention represente 
done un pas decisif dans la voie menant au remplacement des 
antibiotiques par des moyens naturels permettant de 
reconstituer une flore intestinale saine et vigoureuse qui 
s 'oppose elle-mSme a la proliferation de microorganismes 

15 pathogdnes. 

La presente invention comprend egalement un 
procede de fabrication de ces microbilles , caracterise 
par le fait que 1 1 on prepare une dispersion de microorganismes 
du genre Lactobacillus et/ou Bifidobacterium et/ou d'autres 

20 genres de la flore intestinale dans de la graisse fondue 
pr§sentant un point de fusion superieur a la temperature du 
corps, on pulverise la dispersion dans une enceinte ou rdgne 
une temperature inferieure au point de fusion de la graisse 
et 1 ' on recueille les microbilles solidifiees. 

25 ii est essentiel que les microorganismes ne viennent 

pas au contact de l'air. Une graisse solide a temperature 
ambiante les tient a l'abri de l'air lors de toute 
manipulation precedant l 1 ingestion. Cette graisse devrait 
egalement rester solide lors du passage dans l'estomac, de 

30 facon que les germes qu'elle contient demeurent proteges 
con t re 1 1 acidite qui y rdgne . C'est ainsi que 1 'on choisit 
de preference une graisse comestible vegetale, notamment une 
graisse hydrogenee de palme, d'arachide, de noix de coco, de 
cacao, de colza ou de soja, ou animale, dont le point de fusion 

35 soit compris entre 40 et 60°C. II n'est pas recommande de prendre 
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une graisse dont le point de fusion soit superieur a 60°C 

que la temperature necessaire pour liquef ier cette 
g^isse et preparer 1' emulsion risquerait de detruire les 
microorganismes dont on veut precisement conserver tout. 

5 ia viabilite. 7 

De preference, les microbilles comprennent de 10 a 
10 10 individus ou germes de Lactobacillus et/ou Bifidobacte- 
rium revivifiables par gramme de graisse. Elles peuvent 
prendre notamment les microorganismes B| f 1 ^bacterium (B, ) 
10 animalis P23 ou B^sui Su 806, ou B. infantis Bi 1 et Bi 5 
«t/o» B. longum Bl 10 et Bl 11 et/ou B^breve Bbr 8 obtenus 
aupres de 1'institut de microbiologie agricole de 1'universite 
de Bologne en Italie. Elles presentent de preference un 
diametre compris entre 0,1 et 0,5 mm. On diametre infer ieur 
15 ne presente pas de gros inconvenients si ce n'est que le 

rapport de la surface au volume est plus grand, ce qui signifie 
une perte plus grande de microorganismes pris incompletement 
dans la masse. Un diametre superieur ne presente pas non plus 
d' inconvenient majeur, a !• exception du fait qu'il risque de 
20 s'opposer au passage a travers des trous petite, tel. que des 
trous de tetines de biberon par exemple. Afin d'ameliorer les 
qualites d'ecoulement d'une poudre formee d'une quantite de 
ces bill... ou d'eviter autant que possible la formation 
d'agglomerats de microbilles, on peut les enrober d'une couche 
25 d'un agent antiagglomerant tel qu'une proteine par exemple. On 
obtient notamment de tres bons resultats avec une couche 
exterieure de zeine ou d'un agent protecteur utilise en 
gal£nique. 

Pour mettre en oeuvre le precede de fabrication des 
30 microbilles selon la presente invention, on peut cultiver 
les microorganismes en milieu liquide approprie :usqu a 
production d'une quantite suffisante de cellules 
celles-ci par centrif ugation. On peut ensuite les disperser 
finement tell- quelles, ou apres les avoir sechees par 

a a* i* ciraisse fondue presentant un point 
35 cryodessiccation, dans de la graisse ton v 

de fusion compris entre 40 et 60°C, a raison de 10 a 
individus ou germes par gramme de graisse. 
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4 

Pour former les microbilles, on peut pulveriser la dispersion 
en meme temps que de l 1 azote liquide au sommet d'une enceinte 
remplie d 1 air sterilise , par exemple . Mais dans une forme 
d' execution pr6fer£e qui se prete d'ailleurs 3l la fabrication 
5 de toutes microbilles de graisse contenant un agent actif 
deiicat craignant l'air, la chaleur et l'acide par exemple, on 
pulverise la dispersion d 1 agent actif dans la graisse fondue 
au sommet d 1 une enceinte qui pr£sente une zone superieure 3. 
tf-i:;p§rature mod£r£e et une zone inferieure £ basse temperature. 

10 On a constate en effet que l'on pouvait obtenir de la 

sorte des microbilles de bonne sph£ricit£ et pr£sentant peu de 
dispersion dans la grosseur. 

De preference, on pulverise la dispersion au sommet 
de 1' enceinte a une pression comprise entre 3 et 6 bars. A une 

15 pression inferieure & 3 bars, on obtient trop de dispersion dans 
la grosseur des billes. A une pression superieure 3. 6 bars, on 
obtient des billes trop petites. La temperature dans la zone 
superieure de 1' enceinte peut etre comprise entre environ 
-10°C et la temperature de fusion de la graisse utilisee, mais 

20 on utilise de preference une temperature de 15 & 25°C. Avec une 
temperature trop basse dans la partie superieure de I 1 enceinte, 
on obtient une trop forte dispersion dans la grosseur des billes. 
II s'agit done de respecter les conditions dans lesquelles les 
billes se forment au mieux avant d'etre saisies par le froid 

2 5 regnant dans la zone inferieure . La hauteur de la zone superieure 
de 11 formation" des billes que l'on pourra se reserver au-dessus 
de la zone inferieure de "solidification" des billes dependra de 
la hauteur totale & disposition, mais elle sera de preference de 
l'ordre du metre au moins. Le froid devant regner dans la zone 

30 inferieure de 1' enceinte peut etre cre£ en y pulverisant 
de 1' azote liquide. On peut pulveriser 1 ' azote a partir du 
fond de 1' enceinte, par exemple. La pression et le debit d' azote 
seront choisis en fonction de la hauteur du nuage d'azote que 
l'on veut obtenir. 

35 Quel que soit le mode de realisation choisip Qur l'operation 

de la pulverisation de la dispersion, les fines gouttelettes 
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formees puis solidifiees au contact d'air, d' azote ou 
d' autre milieu froid prfivu dans 1' enceinte peuvent etre 
recueillies au bas de 1' enceinte sur un transporter ou 
dans un bac dont la temperature ne depasse par 5 a 15 C. 
5 on peut les conditionner , les conserver et les utiliser 
telles quelles ou les enrober tout d'abord dans une couche 
de matiere qui les empeche de coller les unes aux autres, 
autrement dit d'un agent antiagglomerant . Cet agent 
peut etre une protSine par exemple, notamment la z#ine, 
10 ou un agent protecteur utilise en galenique. On peut 
appliquer cette couche en pulverisant une solution de 
cet agent sur les microbilles en lit fluidifie, par exemple. 
On peut conserver les microbilles au ref rigerateur , au 
congSlateur ou a temperature ambiante. 
15 Les microbilles selon la presente invention peuvent 

etre administrees directement par voie orale, ou melangees a 
certains aliments, solides ou liquides. Elles peuvent 
par exemple etre melangees au lait dont on remplit le 
biberon d'un nourrisson, leurs dimensions leur permettant 
20 de passer a travers le ou les trous de la tetine. 

Les exemples suivants sont donnee a titre d ■ illustration. 
Les pourcentages et parties sont en poids, sauf indication 
contraire. 
Exemple 1 

25 Dans une cuve de 100 1, on prepare 80 1 de milieu de culture 
TSAR presentant la composition suivante, en pourcents: 

Extrait de levure l'oO % 

Trypticase ' 

Phytone ' 

30 Glucose * ' 
L-cysteine HC1 

ZnSO° 4 °'."s 

I 5?4 Trace 

FeC1 3 Balance a 100 % 

Eau 
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On inocule avec I 1 d ! une culture de 2J h de 
Bifidobacterium animalis P 23 obtenu auprSs de l'institut 
de microbioiogie agricole de 1' university de Bologne en 
Italie. On incube 12 h a 37°C. On centrifuge le bouillon de 
5 culture et l'on recolte 240 g de cellules. On les dilue dans 
250 ml de lait §cr£m§ additionne de 7% de lactose. On congSle 
le melange a 1* azote liquide. On lyophilise a 40°C pendant une 
nuit. On prepare une dispersion a 5% de la poudre obtenue dans 
de la graisse veg§tale hydrogen§e presentant un point de 
10 fusion de 42° et liquefiee a 45°C. 

o 

On injecte la dispersion a 45 C sous une pression de 
4 bars, en meme temps que de 1' azote liquide, a raison de 
1 partie de dispersion pour 5 parties d f azote, au sommet 
d'un cylindre vertical de 1,5 m de diamdtre et 10 m de 

15 hauteur. Au fond du cylindre est plac£ un recipient contenant 
de 1' azote liquide dans lequel on recueille des microbilles 
dont le diam£tre oscille entre 0,1 et 0,5 m. 

On met un tiers des microbilles en lit fluidifie et 
l f on pulverise sur le lit une solution alcoolique a 8 % de 

20 zeine, en quantite telle que la couche de z£ine form€e autour 
des microbilles represente 5 % de leur poids . 

De mani£re analogue, a partir d'un melange d'Eudragit 
L et S (polymeres anioniques de 1 1 acide metacrylique et des 
esters de l f acide metacrylique) en solution a 10 % dans 

25 I'alcool isopropylique, on enrobe un deuxidme tiers des 
microbilles avec une couche de melange repr£sentant 5 a 
10 % en poids des microbilles. 

Apres 6 mois de conservation au frigorifique a 5°C 
ainsi qu 1 a temperature ambiante, les trois types de microbilles 

30 contiennent encore plus de 10 microorganismes vivants par gramme, 

Exemple 2 



On procc-de de la maniere decrite a 1 1 exemple 1, a 
1 ! exception du fait qu 1 au fond du cylindre on recueille les 
microbilles sur une bande transporteuse refroidie a 5°C . 
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Exemple 3 

On procede de la maniere decrite a 1' exemple 1, a 
!• exception du fait qu'au lieu du milieu de culture TSAR, 
on utilise un milieu de culture presentant la composition suivante, 

en pourcents : 
5 Extraits de levure 0,10 % 

Trypticase 
Bacto soy tone 

Glucose n'noi 
L-cysteine HC1 °' 001 

g°4 V.002 

- ZnSO 2 °' 001 

FeS 4 °' 0002 

Permeat de petit- lait _ 4'°? 

15 Liqueur detrempage de maxs 0 ,50 % 

Eau dxstillSe 

Exemple 4 

On precede de la maniere decrite a 1' exemple 1, a 
1- exception du fait que 1'on inocule le milieu avec 1 1 
d'une culture de ^^nbaclllus acidophilus au lieu de 
20 Bifidobacterium animalis. 

Exemple 5 

On precede de la maniere decrite a 1' exemple 1, 
a 1- exception du fait que 1'on injecte la dispersion au 
sommet d'un cylindre vertical de 1,5 m de diametre et 
2,5 m au lieu de 10 m de hauteur. 
Exemple 6 
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On administre a sec a des rats les microbilles enrobees 
de zeine et conserves 6 mois de V exemple 1, a raison de 1 g 
par repas et 1 repas par jour. Des le lendemain, on denombre 
des milliards de bifidobacteries dans les selles de rats *uxquels 
on a administre les microbilles (rats traites) , alors que les 
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selles de rats qui n'ont pas inger£ de microbilles (rats non 
traites) ne pr£sentent pas de bif idobact€r iot< . Le tableau 
suivant donne le r§sultat d 1 analyses comparatives des selles 
de rats traites et non trait£s : 





Avant traitement 


Apr£s 7 jours de 
traitement 


Nombre de germes 
total 
(mil/g) 


Dont 
Bifidus 
(%) 


Nombre de germes 
total 
(mil/g) 


Dont 
Bifidus 
(%) 


rats non 
traites 


5 000 


0 


6 500 


0 


rats traites 


5 500 


0 


7 500 


75 



5 Un test d* hybridation du DNA des cultures de laboratoire 

avec le DNA des bif idobactgries Isoldes des selles confirme que 
les deux microorganismes sont les mSmes. Les bif idobact£ries 
ont done surv€cu a la conservation et au passage dans l'estomac 
et se sont multiplies dans le tractus digestif du rat. 

Exemple 7 



Afin de les administrer & des porcelets, on prepare 
selon la presente invention des microbilles contenant le 
microorganisme Bifidobacterium sui Su 806 obtenu auprSs de 
I'institut de microbiologie agricole de 1' university de 
Bologne. 

Exemple 8 
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Afin de les administrer a des nourrissons lors d'essais 
cliniques, on prepare selon la presente invention des 



# 
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micrcbilles comprenant les microorganismes Bifidobacterium 
infantis Bi i et Bi 5, Bifidobact erium longum Bl 10 et Bl 11, 
et Bifidobacterium breve Bbr 8 obtenus aupres de l'institut 
de microbiologie agricole de l'universite de Bologne. 
5 Pour ce faire, on prepare une biomasse lyophilisee 

des microorganismes ci-dessus. On disperse 0,25 partie de 
biomasse lyophilisee dans 5 parties d'huile de palme hydrogenee 
fondue a une temperature de 45°C. A 1 ' aide d' une buse SPRAYING 
SYSTEM CO 5510/422, on pulverise sous 5,5 bars 75 1/h de 
10 dispersion au sommet d'une cuve de 2,7 m de hauteur a fond en 
entonnoir. On maintient dans la partie superieure de la cuve 
une temperature de 26°C. On maintient dans la partie inferieure 
de la cuve une temperature de -145°C en y injectant par le bas 
et sous une pression de 1,6 bars, a l'aide d'une buse 
15 a deflecteur, un nuage d' azote liquide dont le sommet culmine 
a 1,2 m au-dessous de la buse d' injection de graisse. On 
recueille par le fond de 1' entonnoir des microbilles bien 
rondes cent le diametre est compris entre 0,1 et 0,2 mm et qui 
renferment 4.10 8 germes revivif iables par g. 

Exemples 9-12 
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On prepare des microbilles de la maniere decrite 
a 1'exemple 8, a 1' exception du fait que l'on injecte la 
dispersion et 1' azote sous differentes pressions (p D et p^j 
et que les temperatures dans la partie superieure (T H > et 
dans la partie inferieure (T fi ) de la cuve sent egalement 
2 5 variees. Les conditions de divers essais et les resultats, 
tels qu' observes au microscope, sent regroupes dans le 
tableau ci-dessous : 
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Exemple 


P D 


V 


T H 


T B 


R6sultats 
(vus au microscope) 


No 


(bars) 


(bars) 


(°C) 


(°C) 




9 


3,5 


1,3 


-9,5 


-110 


Bilies de diasti&tre 
(0) 0,2 % 0,5mm. 
Peu de dispersion. 
Bonne sph£ricit§ 


10 


10 


1,3 


-22,3 


-94 , 2 


Bilies de 0 inf£rieur & 
0,1 ram. Trop de bilies 
minuscules. Batonnets en 
quantity. 


11 


4 


1,6 


21 


-150 


Bilies sph£riques de 
0 0,3 a 0,5 nm. Peu de 

dispersion 


12 


10 


1,6 


19,6 


-143 


Bilies sphiriques mais 
de 0 ±nf£rieur a 0,1 nm. 
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REVE.NDICATIONS 

1. - Microbille comprenant un microorganisme , ca- 
racterisee par le fait qu'elle comprend des microorganismes du 
genre T.Ar.fcobacillus et/ou Bifidobacterium et/ou d ' autres genres 
de la flore intestinale enrobes dans une graisse solide a la 

temperature du corps. 

2. - Microbille selon la revendication 1, caracte- 
risee par le fait qu'elle comprend, par gramme de graisse, de 
10 7 a 10 10 individus ou germes de Lactobacillus et/ou Bifido- 
bacterium reviviables des souches Bifidobacterium (B.) animalis 
P 23 ou B.sui Su 806, ou B.infantis Bi 1 et Bi 5 et/ou B.lonqum 
Bl 10 et BI 11 et/ou B.breve Bbr 8 obtenus aupres de l'institut 
de microbiologie agricole de 1 -university de Bologne en Italie. 

3. - Microbille selon la revendication 1> caracte- 
risee par le fait qu'elle presente un diametre compris entre 

0,1 et 0,5 mm. 

4. - Microbille selon la revendication 1, caracte- 

risee par le fait que la graisse presente un point de fusion 
compris entre 40 et 60°C, cette graisse etant en particulier ^ 
20 une graisse animale ou vegetale, notamment une graisse hydrogenee 
de palme, d'arachide, de noix de coco, de cacao, de colza ou 
de soya. 

5. - Procede de fabrication de microbilles selon 
la revendication 1, caracterise par le fait que 1'on prepare 
une dispersion de microorganismes du genre Lactobacillus , et/ 
ou Bifidobacterium et/ou d'autres genres de la flore intesti- 
nale dans de la graisse fondue presentant un point de fusion 
superieur a la temperature du corps, on pulverise la dispersion 
dans une enceinte ou regne une temperature inferieure au point 
de fusion de la graisse et 1'on recueille les microbilles so- 

lidifiees. , . , 

6. - Procede selon la revendication 5^ caracterise 

par le fait que 1'on prepare une dispersion de 10 a 10 indi- 
vidus ou germes par gramme de graisse de Lactobacillus et/ou de 
Bifidobacterium des souches Bifidobacterium, animalis P 23 ou 
B.sui Su 806, ou B.infantis Bi 1 et Bi 5 et/ou B.lonqum Bl 10 
et Bl 11 et/ou B.breve Bbr 8 obtenus aupres de l'institut de 
microbiologie agricole de 1'universite de Bologne en Italie. 
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30 



35 
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7» - Procede selon la revendication 5? caracterise 
par le fait que I'on utilise une graisse dont le point de fu- 
sion est compris entre 40 et 60°C. 

8. - Medicament, utile en particulier pour la res- 
5 tauration de la flore intestinale, caracterise en ce qu'il 

contient une microbille selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 4. 



